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論文内容要旨
 フェニルボロン酸(昭A)は1,2一ジオール誘導体と複合体を作ることが知られている。購Aを用い
 た糖の検出は糖が趣Aに結合するとホウ素原子にヒドルキシルイオンが結合してアニオン型を取りsp、
 混成軌道を形成して電子過剰状態になることに由来する.そこで,本研究では電極表面に韓A誘導体
 を固定化して,糖の結合によって起こる電荷密度の変化を負電荷を持つフェリシアン酸イオンの電気化
 学応答を用いて検討した。フェニルボロン酸誘導体を電極に固定化する方法として自己組織化単分子膜
 (Sel←AssembiedMonolayer;SAM)法および交互累積膜(Polyeiec醸emult11ayer;PEM)法を用いた。
 チオールまたはジスルフィド結合を持つ化合物は金とチオール問の相互作用で・金電極基板に強く結
 合して単分子膜を形成することが知られている。本研究では,チオールを持つPBA誘導体である争メ
 ルカプトフェニルボロン酸(M館A)およびジチオビス(4一ブチリルアミノー1η一フェニルボロン酸)
 (DTBA-PBA)を材料として用いた。PBA誘導体の固定化量は金とチオール結合の還元脱離反応により
 決定して,M招AおよびDTBA-PBAはそれぞれ7.5×10一!。molcm-2および5.1×10-1。molcm一2と計算さ
 れた。これらの結果から,本研究で用いた単分子膜が最密充填されていることが示唆された.
 PBAは塩基性ではヒドロキシルイオンが結合して負電荷を持つ.電極表面で同様の反応が起こると,
 M曾BAおよびDTBA-PBA単分子膜修飾電極表面は負電荷持つと推察される。pH6およびpH9における
 フェリシアン酸イオンに対するボルタモグラム(CV)のヒ。一ク問電位差(△E)は,gH6ではおよそ80
 mV,pH9では430mVであった。また,50mMD一フルクトース溶液中において同様の実験を行ったところ,
 pH6では可逆的なCVが得られp鴛9では完全に応答が阻害された。これらの結果から,pH変化による
 ヒドロキシルイオンの結合および糖の結合による電荷密度の増加が確認された。
 gH変化および糖の結合による電極表面の荷電状態を調べるために,MPBAおよびDTBA-PBA単分子
 膜についてフェリシアン酸イオンのCVのピーク電流値('p)とp員の関係を調査した。この結果から,
 D一フルクトース溶液中では滴定曲線が酸1生側へのシフトすることが・観察された.滴定曲線により電極に
 固定化された聡Aのpκ、を決定すると,DTBA予BAのpκ、は糖非存在下では8.0±0.2で,50mMおよ
 びioOmMD一フルクトース存在下ではそれぞれ7.2±0.iおよび6,4±0.1にシフトした。このことから,
 pκは糖濃度に依存しており,表面のフェニルボロン酔と糖の結合がpκ。のシフトに関与していること
 がわかった.一方瓢PBAのpκ、は糖非存在下では9.2±0.1,50mMおよび玉00mMD一フルクトース存
 在下のPκ、はともに8.3±0.iを示した。これらの結果から,固定化されたPBAにおいても均一系と同
 様に,糖との結合で露、がシフトして糖の検出が可能であることが示された。
 DTBA-PBA単分子膜および瓢PBA単分子膜修飾電極の糖応答性について検討を行った。DTBA-PBA
 修飾電極はD一グルコースが0.3-300mM,D一マンノースがO.3-300mMおよびD一フルクトースが0.3300
 m瓢の範囲で測定が可能であった。また,MPBA修飾電極はD一グルコースが30-300mM,D一マンノー
 スが10-300mMおよびD一フルクトースが3-300mMで測定が可能であった.次に,本研究で作製した
 電極の再利用性について評価した。糖測定後の電極を10mM酢酸緩衝液(p {4.5)で10分間洗浄する
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 乙とにより,測定前と同様のCVが得られ作製した電極の再利用性が示された。
 PEM法では正と負の電荷を持つ高分子溶液に基板を交互に浸すことにより薄膜が作製でき,膜の厚さ
 や吸着量が積層操作数に比例するものと指数関数的に増加する場合の二種類に分類することができる。
 本研究ではカチオン性の交互累積膜材料としてPBAを修飾したポリアリルアミン(PBA-PAA)を用いた・
 一方ポリアニオンとしては,積層量が積層操作数に比例する物質としてボリビニル硫酸(PVS),積層量
 が指数関数的な増加を示すと考えられる多糖類としてカルボキシメチルセルロース(CMC)およびアル
 ギン酸ナトリウム(AGA)を用いた。PBA-PAA交互累積膜は金電極を清浄化した後に,3一メルカプト
 プ・パン酸(MPS)水溶液に浸し単分子膜を作製し,PBA-PAA,PVS,CMCもしくはAGA水溶液に電
 極を交互に浸すことで目的の交互累積膜修飾電極を作製した。
 PBA-PAA交互累積膜の物性評価は水晶振動子ミクロバランス(QCM)法で行った。その結果か
 ら,交互累積膜中のPBAの固定化量はそれぞれPBA-PAAIPVSIPBA-PAA交互累積膜修飾電極では
 8.0×10F1。molcm^ユ,(PBA-PAAICMC),/PBA-PAA交互累積膜修飾電極では3.0×10-qmolcm-2および
 (PBA-PAA/AGA)5/PBA-PAA交互累積膜修飾電極では22×10門9molcm一ユと計算された。この量は
 DTBA-PBA単分子膜(5.1×10-lomolcm-2)よりも高い値であり,十分な量のPBAが固定化されている
 と推察される。
 PBAを電極に固定化することにより単分子膜法と同様に糖類の存在下ではフェリシアン酸イオンの応
 答に変化が現れると期待される。そこで,積層操作数,試料液のpHおよび糖の有無などの条件を変えてフェ
 リシアン酸イオンの電極応答について検討を行った。その結果,PBA-PA酎PVS交互累積膜修飾電極でもっ
 とも大きな変化が得られるのはPBA-PAAIPVSIPBA-PAAの三層の累積膜で電極を被覆し,pH7で測定し
 たときであった。一方,PBA-PAAICMC交互累積膜修飾電極は,(PBA-PAA/CMC)、!PBA-PAAまで最外
 層の電荷によらずD一フルクトース存在下で応答が減少した。また,(PBA-PAA/AGA)3/PBA-PAA交互
 累積膜修飾電極は糖の有無によらずフェリシアン酸イオンの応答が著しく阻害された.
 PBA-PAA/PVSIPBA-PAA交互累積膜電極のフェリシアン酸イオンに対するCVの△EはpH7でおよそ
 230mVを示した.また,30mMD一フルクトース溶液中では△Eは404mVを示した.これはD一フルク
 トースと交互累積膜中のPBAが結合して,電極表面の負電荷が増加して静電気的反発により応答が阻害
 されたものと推察される。一方(PBA-RA酎CMC)4/PBA-PAA交互累積膜修飾電極では△Eはおよそ103
 磁Vで,ioOmMフルクトース溶液中で153mVであり,糖の添加によりフェリシアン酸イオンの応答の
 阻害が観察された。しかし,(PBA-PAA/AGA)./PBA-PAA交互累積膜修飾電極を用いた場合,糖の有
.,
 無によらず△Eがおよそ188mVとなっており(PBA-PAA/CMC)、/PBA-PAAと比較して大きな違いはな
 かった.これらの結果から,積層量が直線的な増加を示すPBA-PAAIPVS交互累積膜は主に静電気的な
 反発によりフェリシアン酸イオンの応答が阻害されているのに対して,積層量が指数関数的に増加を示
 すPBA-PAA/CMC交互累積膜修飾電極の電極応答の阻害はPBAと糖の結合による電極表面の負電荷密
 度の増加と,交互累積膜内部の量BAと糖との結合によって膜構造が変化したことによる電極の有効面積
 の低下などの総合的な影響によるものと推察される。
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 次に,作製したPBAぞAA交互累積膜修飾電極の応答の糖濃度依存性を検討した。
 霧A-pAAIPVSIPBA-PAA交互累積膜修飾電極はD一グルコースが3-300mMおよびD一フルクトース
 が0.3-300mMの範囲で測定が可能であった。また,(PBA一曾AAICMC)4/PBA-PAA交互累積膜修飾電
 極は,D一グルコースおよびD一フルクトースが0.1-300mMの範囲で測定が可能であった。しかし,
 BA-PAAIAGA交互累積膜修飾電極はフェリシアン酸イオンに対する透過性が著しく低く,糖に対する
 応答を得ることはできなかった.
 以上の結果から,電極にフェニルボロン酸を固定化して電気化学法による糖センサーを作製すること
 ができた。また,PBA予AA/CMC膜を用いることによりD一グルコースに対する応答性の改善に成功した。
 今後,電気化学活性種(本研究ではフェリシアン酸イオンを用いた)を電極に固定化することなどによ
 り実用化に向けてさらなる発展が期待できる.
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 した。
によ
 審査結果の要旨
 本研究では電極表面にフェニルボロン酸(PBA)誘導体を固定化して,糖の結合によって起こる電荷
 密度の変化を負電荷を持つフェリシアン酸イオンの電気化学応答を用いて検討した.フェニルボロン酸
 誘導体を電極に固定化する方法として自己組織化単分子膜(Se1卜AssembledMonolayerlSAM)法および
 交互累積膜(Polyelec重ry重emultilayerlPEM)法を用いた。
 SAM法では,チオールを持つPBA誘導体である4一メルカプトフェニルボロン酸(MPBA)およびジ
 チオビス(4一ブチリルアミノー〃rフェニルボロン酸)(DTBA-PBA)を材料として用いた。PBA誘導
 体の固定化量は金とチオール結合の還元脱離反応により決定して,MPBAおよびDTBA-PBAはそれぞ
 れ7.5×10-t。molcm-2および5.1×10-1。molcm'2と計算された.これらの結果から,本研究で用いた単分
 子膜が最密充填されていることが示唆された。MPBAおよびDTBA-PBA単分子膜修飾電極は,pH6お
 よびp員9におけるフェリシアン酸イオンに対するボルタモグラム(CV)のヒ。一ク間電位差は,pH6で
 はおよそ80mV,pH9では430mVであった.また,50mMD一フルクトース溶液中においては,pH6
 では可逆的なCVが得られpH9では完全に応答が阻害された.これらの結果から,p且変化によるヒド
 ロキシルイオンの結合および糖の結合による電荷密度の増加が確認された。
 次に,DTBA-PBAおよびMPBA単分子膜修飾電極の糖応答性について検討を行った.DTBA-PBA修
 飾電極はD一グルコースが0.3-300mM,D一マンノースが0.3300mMおよびD一フルクトースが0.3-300
 mMの範囲で測定が可能であった。また,MPBA修飾電極はD一グルコースが30-300mM,D一マンノー
 スが10-300mMおよびD一フルクトースが3-300mMで測定が可能であった.また,糖測定後の電極を
 iOmM酢酸緩衝液(pH4.5〉で10分間洗浄することにより測定前と同様のCVが得られ,作製した電極
 の再利用可能性が示された。
 次に,PBA-PAA交互累積膜修飾電極の応答性を検討した。PBA-PAA/PVSIPBA-PAA交互累積膜修飾
 電極はD一グルコースが3-300mMおよびD一フルクトースが0.3-300mMの範囲で測定が可能であった。
 また,(PBA-PAA/CMC)4/PBA-PAA交互累積膜修飾電極は,D一グルコースおよびD一フルクトースが
 0.1『300mMの範囲で測定が可能であった.
 以上の結果から,電極にフェニルボロン酸を固定化して電気化学法による糖センサーを作製すること
 に成功した.今後,電気化学活性種を電極に固定化することなどにより実用化に向けてさらなる発展が
 期待できる.
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める.
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